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(§) Magnetisches Pigment 

@ Magnetische Partikel mit einer auSeren Glasoberflache, 
die im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durch- 
messers von weniger als 10 nm aufweist sowie ferromagne- 
tische Partikel mit einer Gfasoberflache sind bevorzugt 
einsetzbar bei der isoiierung von-biologischen Materialien 
aus Proben. Sie gewahren eine rasche und zuverlassige 
Reinigung. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikcl mit einer Glasoberflache, Verf ahren zur Rcinigung eines 
biologischen Materials, insbesondere v n Nukleinsauren unter Verwendung v n Glaspartikeln in Gegenwart 
$ chaotroper Salze, Verfahren zur Is Herung dieser bi logischen Materialien und Verfahren zur Konzentrierung 
bi logischen Materialien und die Oberfuhrung v n bi logischen Materialien a us Ldsungen mit hoher Konzen* 
tration an Salzen in Ldsungen mit niedriger Konzentration an Salzen. 

Manche biologischen Materialien, insbesondere Nukleinsauren, stellen im Hinblick auf ihre Isolierung aus der 
natQrlichen Umgebung besondere Anforderungen. Zum einen sind sie oft in sehr geringen Konzentrationen 
io vorhanden und zum anderen befinden sie sich oft in Nachbarschaft vieler anderer fester und geldster Substan- 
zen, die ihre Isolierung, beziehungsweise Bestimmung, beeintrachtigen. 

In jungerer Zeit hat es daher nicht an Versuchen gefehlt, Verfahren und Materialien zur Isolierung von 
Nukleinsauren aus ihrer natQrlichen Umgebung vorzuschlagen. Aus Proa NatL Acad USA 76, 615—619 (1979) 
ist die Bindung von Nukleinsauren aus Agarosegelen in Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintgias 
is beschrieben. 

In AnaL Biochem. 121, 382—387 (1982) ist die Reinigung von Plasmid DNA aus Bakterien an Glasstaub in 
Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben, 

In DE-A 37 34 442 ist die Isolierung von einzelstringiger M13 Phagen-DNA an Glasfaserfiltern durch Ausfil- 
lung der Phagenpartikel mit Hilfe von EssigsSure und Lyse der Phagenpartikel mit Perchlorat beschrieben, Die 
20 an die Glasfaserfilter gebundenen Nukleinsauren werden nach Waschen mit einera methanolhaltigen Puffer in 
Tris/EDTA-Puffer eluiert. 

In AnaL Biochem. 175, 196—201 (1988) ist ein ihnliches Verfahren zur Reinigung von DNA aus Lambdapha- 
gen beschriebea 

Den bisher genannten Verfahren des Standes der Technik ist die selektive Bindung von Nukleinsauren an 
25 Glasoberflachen in chaotropen Salzldsungen gemeinsam, wobei die Nukleinsaure von Verunreinigungen wie 
Agarose, Proteinen oder Zelltrummern abgetrennt wird Zur Separierung der Glaspartikel von den Verunreini- 
gungen wird nach dem Stand der Technik entweder Zentrifugation von Partikeln oder Durchsaugen von 
FlQssigkeiten durch Glasfaserfilter verwendet Hierbei handelt es sich jedoch urn einen limitierenden Schritt, der 
die Verarbeitung groBer Probenzahlen stark behindert 
30 In Anal. Biochem. 201, 166— 169 (1992) bzw. PCT GB 91/00212 ist die Verwendung von Magnetpartikeln zur 
Immobilisierung von Nukleinsauren nach Ausfallung durch Zugabe von Salz und Ethanol beschrieben. Hierbei 
findet eine Agglutination der Nukleinsauren unter EinschluB der Magnetpartikel statt Das Aggiutinat wird von 
dem ursprQnglichen Losungsmittel durch Anlegen eines Magnetfeldes und Waschen getrennt Nach einem 
Waschschritt werden die Nukleinsauren in einem Trispuffer geldst Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil 
2s daB die Ausfallung nicht selektiv fur Nukleinsauren ist, sondern eine Vtelzahl von festen und geldsten Stoffe 
mitagglutiniert werden. So ist es durch dieses Verfahren nicht mdglich, eventuell vorhandene Inhibitoren fur 
bestimmte enzymatische Reaktionen in ausreichendem MaBe zu entf ernen. 

In US-A-4,233,169 ist ein poroses Glas beschrieben, das Magnetpartikel eingelagert enth&It 

Auf dem M arkt befindet sich derzeit auch sogenanntes magnetisches, poroses Glas, welches Magnetpartikel- 
40 chen in einer pordsen, partikulSren Glasmatrix enthait, und wobei die Oberflache von einer streptavidinhaltigen 
Schicht Qberzogen ist Dieses Produkt kann zur Isolierung von biologischen Materialien, zum Beispiel Proteinen 
oder Nukleinsauren verwendet werden, wenn diese in einem aufwendigen Vorberehungsschritt so modifiziert 
werden, daB diese kovalent an Biotin gebunden sind 

Aufgabe der Erfindung war es, bessere Materialien zur Immobilisierung von biologischen Materialien und ein 
45 einfaches und fur die Routine-Diagnostik geeignetes Verfahren zur Isolierung von biologischen Materialien, 
insbesondere Nukleinsauren, bereitzustellen. 

Gegenstand der Erfindung sind raagnetische Partikel mit einer auBeren Glasoberflache, die im wesentlichen 
porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm aufweist Ein weiterer Gegenstand sind 
ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache, Verfahren zur Isolierung biologischer Materialien, insbe- 
50 sondere von Nukleinsauren, sowie Verfahren zur Herstellung magnetischer GlaspartikeL 

Als Partikel bezeichnet der Fachmann feste Materialien mit einem geringen Durchmesser. Manchmal bezeich- 
net man solche Partikel auch als Pigments Im Sinne der vorliegenden Erfindung sind besonders Partikel 
geeignet, die eine durchschnittliche KorngrdBe von weniger als 100 urn haben. Besonders bevorzugt weisen sie 
eine durchschnittliche KorngrdBe von zwischen 10 und 60 um auf. Bevorzugt ist die KorngrdBenverteilung 
55 relati v homogen, insbesondere liegen nahezu keine Teilchen < 1 0 urn oder > 60 urn vor. 

Als magnetisch werden Materialien bezeichnet, die durch einen Magnet angezogen werden kdnnen, d. h. 
beispielsweise ferromagnetische oder superparamagnetische Materialien. Als magnetisch werden auch Materia- 
lien verstanden, die als weich magnetische Materialien bezeichnet werden, z. B. Ferrite. Besonders bevorzugt im 
Sinne der Erfindung sind ferromagnetische Materialien, insbesondere wenn sie noch nicht vormagnetisiert 
60 wurden. Unter Vormagnetisierung ist in diesem Zusammenhang das Inkontaktbringen mit einem Magneten zu 
verstehen, wodurch die Remanenz erhdht wird. Besonders bevorzugt sind ferromagnetische Materialien, wie 
z. B. Magnetit(Fe 3 04) oder FezO* 

Unter einer auBeren Oberflache eines Partikels wird die zusammenhangende Oberflache verstanden, v n der 
in Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebildet werden kdnnen, die dasselbe Partikel nicht 
65 noch einmal schneiden. 

Unter eine Pore wird eine Ausnehmung in der auBeren Oberflache des Partikels verstanden, bei denen die 
Oberflache soweit in das Partikel hineinreicht, daB eine in der Ausnehmung auf der Oberflache gebildete 
gedachte Senkrechte in Richtung auf die nachstliegende Umgebung des Partikels das Partikel mindestens lmal 
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schncidet Poren rcichen auflerdem tiefcr aJs cin Radius dcr Pore in das Partikel hinein. 

Unter eincm Glas im Sinne der vorliegenden Erfindung wird ein siliciumhaltiges am rphes Material verstan- 
den. Das Glas kann weitere Materialien en thai ten en, z. B. 

B2O3(0-30%), s 

Al2O3(0-20%X 
CaO(0-20%X 
BaO(0-10%), 
K 2 O(0-20%), 

N 2 O(0-20%X 10 

MgO(0-18%* 

Pb2O 3 (0-15%). 

In geringerem Umfang von 0—5% kdnnen auch einc Vielzahl anderer Oxide, wie z. B. Mn^s, TiO* AS2O3. 
Fe203, CuO, CoO usw. enthalten sein. Als besonders wirksam haben sich Oberfftchen einer Zusammensetzung 15 
von Borsilikatgias, Flintglas oder Silica erwiesen. Unter dem Gesichtspunkt der Ausbeute an Nukleinsiuren 
besonders bevorzugte Borsilikatglaser haben einen Boroxidgehalt von mehr als 25%; als besonders wertvoll 
wurde ein Glas der Zusammensetzung S1O2/B2O3 70/30 erkannt Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung 
sind Gl&ser, die durch den sogenannten Gel-SoiprozeB und anschlieBendes Trocknen und Verdichten der 
gebildeten Schicht gebildet werden. Dieser ProzeB ist in seinen GrundzQgen bekannt und wurde z. B. in CJ. 20 
Brinker, G.W. Scherer "Sol Gel science — The physics and chemistry of Sol Gel Processing", Academic Press Inc. 
1990 und Sol-Gel Optics, Processing and Applications Lisa C Klein Ed KJuwer Academic Publishers 1994, Seite 
450 ff sowie in DE-A-1941 191, DE-A-37 19339, DE-A-41 17041 und DE-A-42 17432 beschrieben. Er wurde 
allerdings bisher noch nicht fur magnetische Partikel beschrieben, DaB hiermit magnetische Partikel erzeugt 
werden kdnnen, die bei der Isolierung von biologischen Materialien, insbesondere Nukleinsiuren, ganz Oberra- 25 
schende Eigenschaf ten haben, war nicht zu erwarten. Im Gel-Sol-ProzeB werden Alkoxide von netzwerksbilden- 
den Komponenten, z, B. Si0 2 , B2O3, AI2O3, T1O2, Z1O2, Ge02 zusammen mit Oxiden und Saizen anderer 
Komponenten, z, B. in alkoholischer Ldsung, vorgelegt und hydrolysiert In der Gleichung ist die Herstellung von 
einem Natriumboroaluminiumsilikatglas aufgefQhrt 



+ H20 

NaOH + B 2 0 3 + Al(OR)3 + Si(OR) 4 Z^OE 
> NaOH + B 2 0 3 + <A1(0H) 3 > + <Si(0H) 4 > 
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O- Gel 
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45 

(Na 2 OB 2 03Al203-Si0 2 )cu. 



Durch die Zugabe von Wasser wird der HydrolyseprozeB der Ausgangskomponenten in Gang gesetzt Die 
Reaktion verlauft relativ rasch, da die Alkaliionen katalytisch auf die Hydrolysegeschwindigkeit des Kieselsaure- 50 
esters einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung kann das entstehende Gel getrocknet und durch einen therrai- 
schen ProzeB zu einem Glas verdichtet werden. 

Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erheblichen EinfluB auf die Ausbeute an erfindungsgemaBen 
magnetischen Pigment Grenzen sind dadurch gegeben, daB der Pigmentanteil so gering ist, daB eine noch pump- 
und sprQhfahige Masse entsteht Bei zu geringem Pigmentanteil wird der Feinanteil, z. B. von nicht-magne- 55 
tischem Material zu groB und st6rt Als im Hinblick auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhaltnisse 
wurden 10 bis 25 g Pigment/100 ml Sol gefunden. 

Die AufschlSmmung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine DQse verspruht und das Aerosol 
auf einer Fallstrecke getrocknet Die DQse wird bevorzugt geheizt, urn die Trocknung der Aufschlimmung zu 
beschleunigen. Abhingig von der Geometrie der DQse betrdgt die DQsentemperatur bevorzugt ca. 120 bis 60 
200° C Ein KompromiB wird getunden durch ausreichende Verdampfungsgeschwindigkeit, jedoch Vermeiden 
von Verspritzen. 

Im Hinblick auf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperatur mdglichst hoch zu w^hlen. Ist sie jedoch zu noch, 
verkJeben die Partikel untereinander und es bilden sich Agglomerate, die herausgesiebt werden soli ten. Die 
Nachbehandlung unter Luft fuhrt bei zu hohen Temperaturen zu einem Verlust der magnetischen Eigenschaften, 65 
weshalb zu hone Temperaturen vermieden werden s llten. 

Unter einer im wesentlichen porenfreien Oberflftche wird eine Oberffcche verstanden, die zu weniger als 5%, 
bevorzugt weniger als 2%, besonders bevorzugt weniger als 0.1%, mit Poren der oben stehenden Definiti n 
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durchsetzt ist Sollten P ren vorhanden sein, so haben diese bevorzugt cincn Durchmcsser von weniger als 10, 
be5 nders bevorzugt 1 nm. 

Bes nders bev rzugt im Sinne der Erfindung sind Partikel, die einen Kern aus mit T1O2 beschichteten 
Glimmer und darauf immobilisierten Magnetitpartikeln enthalten, wobei der so gebildete Verbundstoff von der 
5 Glasschicht umschl ssen ist Sowohl der Kern als auch die Magnetitpartikel sind kristallin und nicht pords. Die 
Raume auf der Oberflache des Glimmers, welche nicht von den Magnetitpartikeln besetzt ist, sind von einer 
dickeren Glasschicht Qberzogen als die Spitzen der Magnetitpartikel, so daB sich eine im wesentlichen nicht-po- 
rdse Glasoberflache ergibt 

Die Nichtporositat der magnetischen Partikel bezieht sich nur auf die auBere Oberflache, nicht auf das Innere 
to des Partikels, so daB das Partikel in seinem Inneren pords sein kann, wenn die Oberflache nur von im wesentli- 
chen porenfreiem Glas oder einer Glasoberflache mit Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm um- 
schlossen ist 

Oberraschenderweise sind die erfindungsgemaBen magnetischen Partikel besonders vorteilhaf t zur Isolierung 
biologischer Materialien aus Proben geeignet Insbesondere werden lange Nukleinsauren sehr wenig oder gar 

15 nicht zerstdrt, wenn sie daran immobilisiert werden. Das Material des Kerns ist darQber hinaus eine naturliche 
Ressource und somit dkologisch wenig bedenklich. Die Herstellung der erfindungsgemaBen Partikel ist daruber 
hinaus sehr wenig aufwendig und kostengunstig. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache. Im Stand der 
Technik sind superparamagnetische Partikel beschrieben, Es hat sich nun herausgestellt, daB ferromagnetische 

20 Partikel wenn sie mit einer Glasoberflache Qberzogen sind, erhebliche Vorteile bei der Isolierung von biologi- 
schen Materialien aufweisen. Solange die ferromagnetischen Partikel noch keinem Magnetfeld ausgesetzt 
waren, sedimentieren sie ausschlieBlich unter EinfluB der Schwerkraft Sie sind durch Schutteln einfach und 
schnell wieder zu suspendieren. Der Vorgang der Abscheidung ohne MagnetfeldeinfluB verlauft dabei bevor- 
zugt langsamer als die Immobiiisierung biologischer Materialien an ihrer Oberflache. Dies gilt insbesondere fur 

25 Nukleinsauren. Die ferromagnetischen Partikel kdnnen auf einfache Weise mittels eines Magneten an einer 
bestimmten Stelle der ProbenflOssigkeit gesammelt werden, um die Flussigkeit von den Partikeln und somit den 
immobilisierten biologischen Materialien zu trennen. 

Die Glasoberflache der erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel kann porenfrei sein oder aber Poren 
enthalten. Aus den oben genannten GrQnden fOx die erfindungsgemaBen magnetischen Partikel ist es bevorzugt, 

30 daB die auBere Oberflache auch der ferromagnetischen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines 
Durchmessers von weniger als 10 nm aufweist Auch die erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben 
bevorzugt eine KorngrdBe zwischen 10 und 60 u,m, besonders bevorzugt 20 und 50 urn. Besonders bevorzugt 
sind Partikel, bei denen eventueU in der Oberflache vorhandene Poren einen Durchmesser von weniger als 10, 
besonders bevorzugt 1 nm haben. Ein Beispiel fur einen erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel ist der 

35 oben genannte Verbundstoff aus Glimmer- und Magnetitpartikeln, umschlossen von einer Glasschicht 
Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verf ahren zur Isolierung eines biologischen Materials durch 

— Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flussigkeit enthait, mit den erfin- 
dungsgemaBen magnetischen Partikeln oder den erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikeln unter 

40 Bedingungen, bei denen das biologische Material an die Partikeloberflache bindet, und 

— Abtrennungdes biologischen Materials von der Flussigkeit 

Unter biologischen Materialien werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis verstanden. 
Hierzu gehdren insbesondere Zellen, z. B. Viren und Bakterien aber auch humane und tierische isolierte Zellen, 
45 wie Leukozyten, sowie immunologisch aktive nieder- und hochmotekulare chemische Verbindungen, wie Hapte- 
ns Antigene, Antikdrper und Nukleinsauren. Besonders bevorzugt sind Nukleinsauren, z. R DN A oder RNA. 

Proben im Sinne der Erfindung sind beispielsweise klinische Proben, wie Blut, Serum, MundspQlfldssigkeit, 
Una ZerebralflOssigkeit Sputum, Stuhl, Punktate und Knochenmarkproben. Die Probe kann auch aus dem 
Bereich der Umweltanalytik, der Lebensmittelanalytik oder der molekularbiologischen Forschung, z. E aus 
so Bakterienkulturen, Phagenlysaten und Produkten von Ampliflkationsverf ahren, z. B. PCR, stammen. 

ErflndungsgemaB haben die magnetischen Partikel einen inneren Kern, auf den die auBere Glasoberflache 
aufgebracht ist Bei dem Kern kann es sich um einen Verbundstoff, jedoch auch um einfache Eisenkerne handeln. 
Der Kern kann auch aus einer kristallinen oder keramischen oder glasartigen Struktur bestehen, in die Esenoxid 

eingelagert ist 

55 Mit dem geschilderten Verf ahren kann natives oder modifiziertes biologisches Material isoliert werden. Unter 
nativem biologischem Material wird Material vemanden, dessen Struktur gegenQber den natBriich vorkommen- 
den biologischen Materialien nicht irreversibel verandert wurde. Dies schlieBt jedoch nicht die Modiflzierung 
anderer Bestandteile der Probe aus. Sollen beispielsweise Zellen isoliert werden, so kann zwar das die Zeilen 
umgebende Medium modifiziert sein, nicht jedoch die Zellen als solche. Sollen Nukleinsauren isoliert werden, so 

60 sollen auch diese in der nativen Form, d. h. nicht denaturiert, geschnitten oder durch Ankoppelung reaktiver 
Gruppen modifiziert sein. Der Begriff natives biologisches Material umfaBt daher insbesondere biotinylierte 
Nukleinsauren nicht Beispiele fur native bi 1 gische Materialien sind Phagen-DNA oder zellular Nukleinsau- 
ren aus Blut 

Modifiziert e biologische Materialien umfassen Materialien, die nicht in der Natur vorkommen, z. B. Nuklein- 
65 sauren, die durch Anheftung reaktiver, nachweisbarer oder zur Immobilisierung befahigenden Gruppen modifi- 
ziert sind, z. B. biotinylierte Nukleinsauren. 

In bestimmten Fallen kann die Prob ohne Vorbehandlung in das erfindungsgemaBe Is lierungsverfahren 
eingesetzt werden. In vielen Fallen sollte die Probe jedoch durch eine geeignete Methode aufgeschlossen und 
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das in der Probe enthaltende biologische Material freigesetzt werden. Verfahren zum AufschluB von Proben 
sind dem Fachmann bekannt und kdnnen chemischer, enzymatischer oder physikalischer Natur sein. Auch eine 
Kombinati n dieser Verfahren ist mdglich. Beispielhaft benannt sei Lyse durch Ultraschall, Hochdruck oder 
durch Scherung, durch Alkali, Detergenzien oder chaotrope Salzldsungen, oder durch Einwirkung von Proteina- 
sen oder Lipasen. Speziell im Hinblick auf die AufschluBverfahren zum Erhait von Nukleinsiuren wird auf 5 
Sambrook et aL: Molecular Cloning, A Laboratory Manual 2nd Addition* Cold Spring Harbour Laboratory 
Press, Cold Spring Harbour, NY und Ausubel et aL: Current Protocols in Molecular Biology 1987, J. Viley and 
Sons, NY, verwiesen. 

Die Probe kann neben dem zu isolierenden biologischen Material weitere Bestandteile, z. B. Zelltrummer, 
Proteine, Salze und weitere nicht zu isolierende Stoffe in einer FlQssigkeit enthalten. Diese Probe, die bevorzugt 10 
das biologische Material in nativer Form enthilt, wird unter Bedingungen, bei denen das gewunschte biologische 
Material an die Partikeloberflache bindet, mit den Partiketn in Kontakt gebracht Die Bedingungen hierfQr 
hingen von der Art des biologischen Materials ab, sind jedoch prinzipiell bekannt Sie richten sich auch nach der 
Art der Bindung, fiber die das biologische Material an die Oberfllche gebunden wird Sollen beispielsweise 
immunologische Wechselwirkungen fur die Bindung ausgenutzt werden, so mfissen Bedingungen gewahlt wer* 15 
den, die fur die Bildung von Immunkomplexen geeignet sind. Fur Nukleinsiuren ist im Fall der modifizierten 
Nukleinsauren eine Bindung fiber die Gruppen der Nukleinsauren mdglich, die die Modifizierung darstellen, z. B. 
Biotin fiber die Bindung an mit Streptavidin beschichtete Oberflacheit Insbesondere bei Nukleinsauren ist 
jedoch der Fall der direkten Bindung von Nukleinsiuren an Glas bevorzugt, unter anderem deshalb, weil sich 
eine Modifizierung der Nukleinsiuren erfibrigt und schon native Nukleinsiuren gebunden werden kdnnen, Die 20 
Bindung nativer Nukleinsiuren an Glaspartikel kann analog zu Verfahren des Standes der Technik erfolgen. 
Bevorzugt erfolgt sie in Gegenwart chaotroper Salze, wobei die Konzentration dieser Salze zwischen 2 und 8 
mol/I betrigt, bevorzugt 4 bis 6 moI/L Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. urn Natriumjodit, Natriumper* 
chlorat, Guaiudininiumthiocyanat, Guanidiniumisothiocyanat oder GuanidiniumhydrochJorit, ist jedoch nicht auf 
diese Verbindungen beschrankt 25 

Zum Inkontaktbringen der Probe mit den Partikeln wird die Probe mit den Partikeln vermischt und ffir eine 
fur die Bindung ausreichende Zeit inkubiert Die Linge der Inkubation ist dem Fachmann in der Regel aus der 
Behandlung mit nicht-magnetischen Partikeln bekannt, eine Optunierung ist durch Durchffihrung einer Bestim- 
mung der Menge an immobilisiertem biologischem Material an der Oberflache zu verschiedenen Zeitpunkten 
mdglich. Ffir Nukleinsiuren kdnnen Inkubationszeiten zwischen 10 Sekunden und 30 Minuten zweckmiBig sein. 30 

Je nach GrdBe und Art der magnetischen Partikel findet schon wihrend der Inkubationszeit eine Separation 
der Partikel von der FlQssigkeit statt oder erhilt sich die Suspension fiber lingere Zeit Wenn die Partikel eine 
sehr kleine KorngrdBe aufweisen und superparamagnetisch sind, erhilt sich die Suspension fiber einen lingeren 
Zeitraum. Handelt es sich urn Partikel mit einer grdBeren KorngrdBe, so findet bereits wihrend der Inkubation 
eine langsame Separation der Partikel von der FlQssigkeit statt Insbesondere wenn es sich urn ferromagnetische 35 
Partikel handelt, bilden sich solche Aggregate. Ffir den bevorzugten Fall, da£ die ferromagnetischen Partikel 
nicht vormagnetisiert sind, ist eine besonders schonende Separation gewihrleistet 

Die Immobilisierung findet bevorzugt nicht durch Ausfallung durch Erniedrigung der Ldslichkeit der zu 
immobilisierten Materiaiien statt Statt dessen beruht die Immobilisierung auf biospezifischen Wechselwirkun- 
gen (Fang-Molekfile) oder Adsorption. Dies vermeidet weitgehend unspezifische Einschlfisse von Verunreini- 40 
gungen. 

Nach der Inkubation erfolgt die Abtrennung des biologischen Materials von der FlQssigkeit Dies wird 
allgemein durch die Separation des an die magnetischen Partikel gebundenen Materials mit Hilfe eines Magnet- 
feldes erreicht Beispielsweise kdnnen die Magnetpartikel an die Wand des GefiBes, in welchem die Inkubation 
stattgefunden hatte, gezogen werden. Daraufhin kann die FlQssigkeit mit den Inhaltsstoffen der Probe, die nicht 45 
an die magnetischen Partikel gebunden wurden, entfernt werden. Diese Entfernung hingt von der Art des 
GefiBes ab, in dem die Inkubation stattgefunden hat Geeignete Verfahrensschritte sind Abpipettieren oder 
Absaugen der FlQssigkeit 

Danach kdnnen die magnetischen Partikel gewunschtenfalls ein- oder mehrmal mit einer Waschldsung gerei- 
nigt werden. Die Waschldsung wird so gewahlt dafi eine Abldsung des biologischen Materials von der Partikel- 50 
oberflache mdglichst nicht stattfindet jedoch nicht zu isolierende Verunreinigungen mdglichst gut weggewa- 
schen werden. Dieser Waschschritt findet bevorzugt durch Inkubation der Waschldsung mit den Partikeln statt 
wobei bevorzugt eine Resuspension der Partikel vorgenommen wird, z. B. durch SchQtteln oder Anlegung eines 
nicht mit dem ersten Magnetfeld identischen Magnetfeldes. Die verunreinigte Waschldsung wird bevorzugt 
genauso entfernt wie die Probe in dem oben genannten Schritt zur Bindung des biologischen Materials. 55 

Im AnschluB an den letzten Waschschritt kann ein kurzer Trocknungsschritt der magnetischen Partikel im 
Vakuum oder durch Ausdampfen (lassen) der FlQssigkeit vorgenommen werden, wobei auch eine Vorbehand- 
lung mit Aceton mdglich ist 

Das so gereinigte biologische Material kann, falls gewfinscht von den magnetischen Partikeln entfernt 
werdea Auch dieser Schritt richtet sich nach der Art der Bindung des biologischen Materials an di magne- 60 
tischen PartikeL Ffir den Fall, daB es sich bei dem biologischen Material um native Nukleinsiuren und bei den 
magnetischen Partikeln um glasfiberzogene Partikel handelt kann die Nukleinsaure mittels eines Elutionspuf- 
fers mit niedrigem Salzgehalt von den erfindungsgemaBen Partikeln entfernt werden. Solche Puffer sind aus 
DE 37 24 442 und Analytical Biochemistry 175, 196—201 (1988) bekannt AIs Elutionspuffer mit niedrigem 
Salzgehalt werden insbesondere Puffer mit einem Gehalt von weniger a Is 0,2 m 1/1 eingesetzt In einer besonders 65 
bevorzugten AusfQhrungsform cnthSlt der Elutionspuffer Tris. In einer anderen besonderen Ausffihrungsform 
handelt es sich bei dem Elutionspuffer um entmineralisiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausf fihrungsf rm kann das beschriebene Reinigungs- und Isolic rungs verfahren im AnschiuB 



5 



DE 195 37 985 Al 



an eine immunomagnetische Separation v n Zellen (z. B. virale Partikcl oder prokariontische bzw. eukari nti- 
sche Zellen) aus einer KdrperflQssigkeit oder inem Gewebe erfolgen. Hierzu wird di Probe mit magnetischen 
Partikeln, an welche ein Antikdrper gegen ein Antigen auf der Zelle immobiiisiert ist z. B. unter Schutteln 
inkubiert Solche Partike! kdnnen erfindungsgemaBe Partikel sein, aber auch kaufliche (z. B. MACS Micr beads 
5 der Firma Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, BRD). Nach Anlegen eines Magnetfeldes erfolgen ein 
oder mehrere Waschschritte mit einer salzhaltigen Waschldsung. Man erh&lt Partikel, an welche di gewQnsch- 
ten Zellen gebunden sind Schliefilich werden die gebundenen Zellen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert 
In einer bevorzugten AusfQhrungsform ist dieser salzhaltige Puffer eine chaotrope Salzldsung, so daB die in der 
Zelle vorhandenen Nukleinsauren aus den Zellen freigesetzt werdea 

io Durch {Combination der oben beschriebenen Isolierung von Zellen mit der ebenfalls beschriebenen Isolierung 
von NukleinsSuen, bevorzugt in ihrer nativen Form, an den erfindungsgeraiflen magnetischen Partikeln, ergibt 
sich ein besonders vorteilhaftes Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus zellhaltigen Proben. Vorteil 
dieser AusfQhrungsform ist die mdgliche Einf achheit (Single-Tube-Methode), hohe Sensitivitat (besonders wich- 
tig in der medizinischen Mikrobiologie und Onkologie) und die leichte Automatisierbarkeit 

is Die als Folge der erfmdungsgem&Ben Verfahren isolierten biologischen Materialien kdnnen nun in beliebiger 
Weise weiter verwendet werden. Beispielsweise kdnnen sie als Substrat fQr verschiedene enzymatische Reaktio* 
nen verwendet werden. Im Falle der Nukleinsauren seien als Beispiel die Sequenzierung, die radioaktive oder 
nicht-radioaktive Markierung, die Amplifikation einer oder mehrerer in ihr enthaltender Sequenzen, die Trans- 
kription, die Hybridisierung mit markierten Sondennukleinsfturen, die Translation oder die Ligation genannt Ein 

20 Vorteil des erfindungsgem&Ben Verfahrens ist, daB die Abtrennung des biologischen Materials von der FlOssig- 
keit sehr einfach ist Im Stand der Technik wurde zur Separierung von Glaspartikein von Verunreinigungen 
entweder ein Zentrifugationsschritt angewandt, oder im Falle der Bindung des biologischen Materials an 
Glasfiberfilter die FIQssigkeit durch diese FlQssigkeit gesaugt Hierbei handelt es sich urn einen limitierenden 
Schritt, der die Verarbeitung von groBen Probenzahlen behindert 

25 Mit den erfindungsgem&Ben Partikeln ist eine effektivere Abtrennung der biologischen Materialien von 
Verunreinigungen mdglich. Insbesondere kdnnen Inhibitoren fQr bestimmte enzymatische Reaktionen erfin- 
dungsgemfiB in besonders gutem Umfang entfernt werdea 

Die Ausbeute an biologischem Material ist vergleichsweise hoch. Eine Fraktionierung langer Nukleinsauren 
wurde nicht beobachtet Die erflndungsgemi&en Partikel sind bevorzugt schneller magnetisierbar. 

ao In Fig. 1 ist schematisch eine Isolierung von Nukleinsauren aus einer zellhaltigen Probe gezeigt 

In Fig. 2 ist die Auftrennung erfindungsgemaB isolierter Nukleinsauren in einem Agarosegel gezeigt 
In Ftg. 3 ist die Auftrennung von Reaktionsprodukten nach erfindungsgemaBer Isolierung und PCR-Amplifi- 
kation dargestellt 

In Fig. 1 ist eine Isolierung von Nukleinsauren aus einer zellhaltigen Probe schematisch dargestellt Die Probe 

35 (SpecimenX welche Zellen enth&It, wird probenspezifisch so vorbehandelt, daB die Zellen, in denen die Nuklein- 
sauren nachgewiesen werden sollen, in geeigneter Form vorliegen. Hierzu gehdrt z, B. bei Proben, welchen 
KdrperflQssigkeiten entnommen wurden, die Zugabe von Reagenzien, z, B. zur VerflQssigung von zaMQssigen 
Proben, z. B. Speichelproben. Der so vorbereiteten Probe wird in einem Gef&B ein an eine Festphase, bevorzugt 
an eine Perle (Bead) gebundener Antikdrper zugegeben, welcher die Zelle erkennen und binden kann. Als 

40 geeignete Partner fur den Antikdrper haben sich beispielsweise Antigene auf der Zelloberflache erwiesen. Die 
Spezifitat des Antikdrpers kann sich nach der Spezifitft der zu ldsenden Analyseaufgabe richten. Wenn es sich 
bei der Festphase urn die Wand des GeftBes handelt, werden die Zellen direkt an die Wand gebunden. FQr den 
Fall daB es sich bei den Festphasen urn eine Perle handelt, werden diese durch geeignete Separationsmethoden 
von der FIGssigkeit separiert Dies kann beispielsweise durch Filtration geschehen. Im Falle von magnetischen 

45 Perlen ist eine Abtrennung durch Anlegen eines Magnetfeldes an die AuBenwand des GefiBes moglich. Die 
separierten Zellen werden mit einer FIQssigkeit gewaschen, urn Verunreinigungen, welche den Nachweis stdren 
wurden, mit dem die Zellen umgebenden Medium zu entfernen. Bevorzugt werden Bedingungen eingesetzt bei 
denen die Zellen weder von der Festphase geldst noch zerstdrt werden. AnschlieBend ftndet die Zerstdrung der 
Zellen statt, die sogenannte Lyse. Eine Mdglichkeit ist durch die Behandlung der Zellen mit chaotropen Salzen 

50 gegebea Andere Mdglidikeiten sind die Einwirkung von Proteinasen und Detergenzien. 

Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten AusfQhrungsform die erfindungsgemaBen Partikel zugege- 
ben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit, die Qber die Beladung der Oberflache mit Nukleinsauren optimiert 
werden kann, werden die Partikel von der sie umgebenden FIQssigkeit, die weitere und nicht nachzuweisende 
Zellbestandteile enth&lt, getrennt Dies geschieht wiederura bevorzugt durch Anlegen eines magnetischen 

55 Feldes mittets eines Magneten an der GefaBwand. 

Um eventueli noch anhaftende Verunreinigungen zu entfernen, wird bevorzugt mit einer FIQssigkeit gewa* 
schen, die so ausgewahlt wird, daB die zu bestimmenden Nukleinsauren sich nicht von der Glasoberflache 
abldsen. Zur Entfernung der Nukleinsauren von der Glasoberflache wird ein sogenannter Elutionspuffer zuge- 
geben, der Reagenzbedingungen aufweist, unter denen sich die Nukleinsauren von der Glasoberflache Idsen. 

60 Dies sind insbesondere Niedrigsalzbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nukleinsauren 
kann die FIQssigkeit nun von den Partikeln getrennt und weiterbearbeitet werden. Es ist bevorzugt, diese 
Abtrennung bei anliegendem Magnetfeld vorzunehmen, so daB die Partikel separi rt vorliegen. 
Die folgenden Beispieie erlautern die Erfindung naher. 

65 Beispiel I 

Herstellung der erfindungsgemaBen magnetischen Partikel 
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Es wurden 6 verschiedene Sole verwendet Die Herstellung der Sole wurde nach folgenden Schemata durch- 
gefQhrt: 

Soll(Si0 2 :B 2 O s -7:3): 
Die Synthese wurde in eincm 250 ml Rundkolben unter standigem RQhren durchgefQhrt 
Se^mlTetraethylorth silicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 14,1 ml 0,15 MHCL 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird, bis es einphasig 
wird. Danach erfolgt tropf enweise die Zugabe von + 373 ml Trimethylborat 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50°C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von + 14,1 ml 0,15 M HCL 

Sol2(Si0 2 :B 2 0 3 -4:l): 
Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter stftndigem RQhren durchgefQhrt 
100,5 mlTetraethylorthosiiicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 163 ml 0,15 MHCL 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange gerQhrt wird, bis es einphasig 
wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 25,6 ml Trimethylborat 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50° C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von + 163 ml 0,15 M HCL 

Sol3(Si0 2 :B20 3 - 85:15): 
Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefQhrt 
1073 mlTetraethylorthosiiicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 173 ml 0,15 MHCL 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, weiches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird, bis es einphasig 
wird Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 ml Trimethylborat 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50° C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von + 173 ml 0,15 M HCL 

Sol4(Si0 2 : B 2 Oj - 4 : 1;2 Mol% P20$): 
Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem RQhren durchgefQhrt 
1003 ml Tetraethylorthosilicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 163 ml 0,15 M HQ 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird, bis es einphasig wird. 
Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 25, 6 ml Trimethylborat 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50°Cgehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 4- 163 ml 0,15 M HQ 
+ l,63gP 2 0s. 

Sol5(Si0 2 : B2O3 -4:1 Mol% A1 2 0 3 ): 
Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefQhrt 
1003 mlTetraethylorthosiiicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 163 ml 0,15 MHCL 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird, bis es einphasig 
wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 25,6 ml Trimethylborat 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50°C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von + 163 ml 0,15 M HQ 
+ 3,06gAlCt 

Sol 6 (S1O2 : BzOs -4:1 Mol% Zr0 2 ): 
Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem RQhren durchgefQhrt 
1003 mlTetraethylorthosiiicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 163 ml 0,15 MHCL 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange gerOhrt wird, bis es einphasig 
wird Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat 

+ 5,15 ml Zirkon(rv>proylat 70 Gew.% Lsgin 1-PropanoL 
AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50° C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von + 163 ml 0,15 M HCL 
Nach weiteren 2 Stunden bei 50° C wurde in jeweils 150 ml der Sole 223 g Iriodin 600 (Black Mica) eingerOhrt 
und anschlieBend mit einem SprQhtrockner(BQchi 190, Mini Spray Dryer) beschichtet Die DQsentemperaturdes 
SprQhtrockners betrug 1 34° C 

Das durch den SprQhtrockenprozeB erhaltene Pulver wurde anschlieBend einerTemperaturbehandlung unter 
Stickstoffatmosphare (90 1/h) unterzogen. Die Aufheizgeschwindigkeit betrug hierbei 1 k/min und die Haltezeit 
betrug 2 Stunden bei der Verdichtungstemperatur. Diese Temperatur lag bei der Beschichtung mit Sol 1 bei 
750°C bei der Beschichtung mit Sol 2 bei 860°C und bei den Qbrigen Beschichtungen bei 800°C Nach dem 
SinterprozeB wurde der Ofen abgeschaltet und das Pulver auf Raumtemperatur abgekQhlt Eventuell entstande- 
ne Agglomerate wurden mit einem 50 \im Sieb ausgesiebt 

Beispiel 2 
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GMP1, GMPZ GMP3 und GMP4 sind Pigment c aus unterschiedlichen Herstellungs-Chargen, die aus Sol 1 
aus Beispiel 1 in einem Pr zcB nach Beispie! I unter folgenden Bedingungen erhalten wurden: 



Parameter 


GMP1 


GMP2 


GMP3 


GMP4 


Aliening des Sols (h) (30°C) 


36 


36 


36 


36 


PigmcntanteQ des Sois (g/100 ml) 


5 


15 


8 


20 


Luftstrom der Duse (%) 


100 


100 


100 


100 


Luftdruck (bar) 


6 


6 


6 


3 


DQsentemp eratur (°C) 


135 


120 


130 


143 


Verdichtungstemperatur (°C) 


534 


534 


534 


615 


02-Nachbehandlung (1 Stunde) 


(300°C) 


(300°C) 


300°C) 


(400°C) 


Ausbeute an Pigment 


niedrig 


hoch 


mittel 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedrig 


hoch 


hoch 


hoch 



Beispiel 2 

PCR Probenvorbereitung aus humanem Vollblut mit magnetischen Glaspartikeln 
Isolierung der Nukleinsaure 

Von drei Glasmagnetpartikel-Chargen (GMP2-4) wurden je ca. 10 mg in Eppendorf ReaktionsgefaBen vorge- 
legt Die genauen Einwaagen sind in Tabelle 1 angegeben, es wurden Dreifach-Bestimmungen durchgeruhrt 

Zu je 200 ul aufgetautcm Vollblut wurden 40 ul Proteinase K (20 rag/ml, hergestellt aus Lyophilisat) pipettiert 
und sofort gemischt AnschlieBend wurden 200 ui Bindepuffer (6 M Guanidin-HCl, 10 mM Tris-HO, 10 mM 
Harnstoff, 30% Triton X-100, pH 4,4) zugegeben, gemischt und fur 10 Minuten bei 70°C inkubiert Nach Zugabe 
von 200 ul i-PropanoI wurde fur 10 Sekunden auf dem Vortex-Mischer gemischt die Probe fur 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und abermals fur 10 Sekunden wie vor gemischt Die Magnetseparation erfolgte fur 
wenigstens 30 Sekunden im Magnetpartikelseparator von Boehringer Mannheim (Id-Nr. 1 641 794). Der 
Oberstand wurde abgenommen und wie weiter unten beschrieben analysiert 

Die Magnetpartikel wurden mit jeweils 500 ui Wasch- Puffer (20 mM Nad 10 mM Tris-HO, pH 7,5 (25°Q, 
80% Ethanol) durch 10 Sekunden mischen, 1 Minute Inkubation bei Raumtemperatur und 10 Sekunden mischen 
gewaschen und mit dem Magnetpartikelseparator an die GefaBwand gezogen. Der Oberstand wurde abgenom- 
men und verworf en. Die Waschprozedur wurde wiederhoit bis der WaschQberstand farblos war (insgesamt 4 x 
Waschen). Nun wurden die Nukleinsauren 3 x mit jeweils 200 ui auf 70°C vorgewarmtem Eiutionspuffer (10 
mM Tris-HCt, pH 8£) durch 10 Sekunden mischen, 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur und 10 Minuten 
mischen eluiert 

Aufarbeitung des Oberstandes 

Der Oberstand nach der 1. Bindung an die magnetischen Glaspartikel wurde foIgendermaBen auf Gehalt an 
Nukleinsauren Qberpruft: Der Oberstand wurde in ein Filter-Tube (Boehringer Mannheim, Id-Nr. 1744003, z. B. 
enthalten in High Pure PCR Product Purification Kit) gegeben und f Or 1 Minute bei 6000 rpm in einer Eppendorf 
Tischzentrifuge zentrifugiert Der Durchlauf wird verworfen und das Filter-Tube 2 x mit 500 ui Wasch-Puffer 
gewaschen (Zentrif ugation wie vor). Das Filter-Tube wird kurz trocken zentrifugiert und dann mit 2 x 200 ui auf 
70° C vorgewarmten 1 x Eiutionspuffer durch erneute Zentrifugation eluiert 

Analyse der Eluate und des Probenuberstandes 

50 ul der Eluate bzw. der Dber Filter-Tube aufgearbeiteten Oberstande wurden mit 10 ui Proben-Puffer 
versetzt und davon 45 ul in einem 03%igen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fur 90 Minuten aufgetrennt 

Verschieden VerdQnnungen der Eluate bzw. der aufgearbeiteten Oberstande wurden bei 260 und 280 nm in 
einem Uvikon 710(Kontron) spektr skopisch vermessen. 

Zwei 5 jil Aliqu ts der Eluate wurden als D ppelbestimmung durch Expand™ Long Template PCR (Boehrin- 
ger Mannheim, Id-Nr. 1681834) mit spezifischen Primern fur das menschliche tPA-Gen (erwartete Produktlange 
15kb)uberpriifL 
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Mix I 



pro Ansatz 



Mix II 



pro Ansatz 



dNTP, je 100 mM 
Primer 1, 200 ng/\il 
Primer 2, 225 ng/jJ 
HaO,, 



I Hi 

1 1*1 
lHl 
17 ul 



Expand™ Pufier, 10 x 
Expand™ Polymerase 
HA 



5 |il 
0.75 ill 
19,25 pi 



20 |il 



25 ul 



Mix I wird in ein dflnnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 uJ Eiuat versetzt und Mix II zugcgeben. DerAnsatz 
wird kurz gemischt und rait 30 ul Minearalol Qbcrschichtet Die Ansitze werden in emem Perkin-ElmerThermo- 
cycler 9600 mit folgenden Progranun ampUnziert: 



lOZyklen 



2Minuten 


92°C 


10 Sekunden 


92°C 


30 Sekunden 


65°C 


12Minuten 


68°C 


10 Sekunden 


92°C 


30 Sekunden 


65°C 


12Miniiten + 


68°C 


20 Sekunden pro Zyklus 




7Minuten 


68°C 


anschliefiend 


7°C 



20Zykien 



to 



15 



20 



25 



30 



Die 50 *il PCR Ansitze wurden mit 10 ul Proben-Puffer versetzt und davon 45 ^ in einem 0,8%igen Agarose- 35 
gel elektrophoretisch bei 120 V ffir 90 Minuten aufgetrennt 



40 



45 



50 



55 



GO 



65 
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Ergebnisse 
Tabelle 1 

Ausbeut an Nukleinsauren mit magnetischen Glaspartikeln aus 200 ul Blut 









ObcnUnd 


1:S 






l.Burt 


1:8 










260 


2S0zun 


All** 
beute 


260/28 
0 


260 


280 


Aus- 
beute 


260/28 
0 




GMP/2 
1 


12 mg 


0,021 


0,013 




1,6 


0,171 


0,164 


13,7 jig 


Ifi 






10 mg 
2 


0,045 


0,035 


3.7 Mg 


13 


0,137 


0,138 


11.0 jig 


1.0 






9 yng 

3 


OJ036 


0,027 


HI 


13 


0,153 


0,164 


17^ iter 


0 9 




GMP/3 
1 


10 mg 


0,050 


0,042 


4,0 jig 


w 


0,245 


0,246 


19.6 |ig 


0.9 






10 mg 
2 


0,033 


0,022 


2,6 ug 


w 


0397 


0398 


31,8 W 


U> 






10 mg 

3 


0,042 


0,030 


3,4 ug 


1.4 


0,278 


0,282 


22,2 tig 


0.9 




GMP/4 
1 


10 mg 


0,065 


0.056 


-0,7 Mg 


w 


0,135 


0,142 


11.0 m 


1.0 






U mg 

- 2 


0,071 


0,142 


V jig 


0.5 


0,140 


0,142 


U.2 pg 


1,0 






10 mg 

3 


0,066 


0,051 


i.7jig 




0,130 


0,130 


10,4 Ug 












2. Eluat 


l* 






3. 

Eluat 


1:4 










260 


280 mn 


Aus- 
beute 


260/28 
0 


260 


280 


Alls* 
beute 


260/28 
0 


Zm 

Buate 


GMP/2 
1 




0,099 


0,101 


Vug 


1.0 


0,057 


0,062 


23 Jig 


0,9 


23^ jig 




2 
3 


0,078 
0,103 


0,076 
0,112 


Z2UZ 


1J0 
0.9 


0,041 
fefalt 


0,049 


1,6 jig 


0^ 


18,8 jig 


GMP/3 
1 




0,147 


0,147 


113 ug 


W 


0,084 


0,098 


3.4 jig 


0.9 


34,8 ug 


2 
3 


0,256 
0,147 


0,252 
0,143 


203 Jig 


' 1.0 
1.0 


0,042 
0,073 


0,043 
0,093 


1.7 Jig 
2^us 


1/) 
0,8 


54,0 ug 
36,9 ug 


GMP/4 
1 




0,106 


0,108 


83 W 


UD 


0,083 


0,098 


33 Jig 


0^ 


223 Jig 




2 
3 


0,111 
0.135 


0,114 
0,141 


*3jig 
.JAPS. 


1.0 


0,054 
0.077 


0,063 
0,095 


23 Jig 
JAM 


0,9 
... Or* 


223 Jig 
24,3 Jig 



Die 1. Eluatc waren noch leicht gelb gefarbt und teilweise mit feinen Magnetpartikeln kontaminiert 
Die Analyse der Eiuate im Agarosegel (Fig* 2) zeigt eine gute Reproduzierbarkek der Ausbeute. Die Magnet- 
partikel GMP/2— 4 zeigen keine signifikanten Unterschiede. In den Eluaten 1 (oben) und 2 (unten) ist etwa die 
gleiche Nukleinsiurekonzentration vorzufinden (vom Gel geschitzt). Eluat 3 zeigt nur noch eine geringe 
Nukteinsaurekonzentration. In den Oberstanden ist ebenfails nur eine geringe Nukleinsiurekonzentration zu 
beobachten. 

Die Expand™ PCR liefcrt mit alien Proben, bis auf wenige AusreiBer (Tabelle 2% durchweg gute und 
spezifische Amplifikationsprodukte. Mit den magnetischen Glasbeads lieBen sich aus humanen Blutproben 
Nukleinsauren isolieren, die in einer anschlieBenden PCR spezifische Amplifikate lieferten. 
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Tabelle2 
Ergebnisse Expand™ PCR 

5 



15 kb Expand™ PGR humancs tPAGcn 







1. Eluat 


2. Eluat 


GMP/2 


1 


fchlt 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ + 




3 


+ 


+ 


fehlt 


GMP/3 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


(+) 




+ + 




3 






+ + 


GMP/4 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 




+ 


+ (+)♦ 




3 


+ 


+ 


fehlt 
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K, BM Kontroil DNA 



3. Hint 



In Fig. 2 ist ein Gel rait den Reaktionsprodukten nach PCR- Amplification gezeigt MWM III ist ein Moleku- 
largewichtsmarker (Eluat 1, oben; Eluat 2, unten). 25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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Bcispici3 

NA-Reinigung mit GMP4-Pigmenten (Methode variiert nach Bo m et al (1990)) 
A. Bendtigte LSsungen und Gerate/MateriaJien 



Lysepufler L6 (pH 8) 

120 g GuSCN (Fluka, ArtNr. 50990) 
100 ml Tris.HCl-Lsg.(0,lM;pH6 f 4) 
22 ml EDTA-Lsg. (0,2 M ; pH 8) 
2,6 g Triton X-100 (Sigma, ArtNr. T- 
6878) 

Endkonzentrationen: 
cguscn = 4,6M Tris = 45 mM 



Waschpuffer L2 (pH 6,5) 

120 g GuSCN (Fluka, ArtNr 50990) 
100 ml Tris-Ha-Lsg.(0,lM;pH6,4) 

Ccscn = 5,2M Tris = 50 mM 



EDTA=20mM 



IE-Puffer 

10 mMTris-HCl(pH8) 
1 mMEDTA (pH 8) 



HCI-L5sung(pH2) 

H 2 0 bidest mit 25 % - iger HC1 auf pH 2 eb- 
steUen 

Ethanol 70 % (v/v), -20°C-kaIt 
Aceton 



NaOHlON 

GMP4 - Pigmente (in 10 mg-Portionen) 
Eppendorf Tischzcntrifiige 5415 C 
MPC » Eppendorf-Magnetpartikel- 

Konzentrierer 
DYNAL MPC*-E,(Dynal, ArtNr. 120.04) 
Heizblock fur EppendorfgefiBe 
(Thennomixer 5436) 

B. Durchf Qhrung 
1. Vorbereitung der Pigmente 

— 10 mg GMP4-Pigmente in 14 ml EppendorfgefaB rait 0,5 ml HCl-L6sung pH 2 aufschlammen, Qber 
Nacht stehen lassen 

— am nachsten Tag 30 min bei 90° C kochen 

— Magnetfeld anlegen, Oberstand vorsichtig und vollstandig abpipettieren 

ZLyse + Bindung 

— 900 u.1 Lysispuffer "L6" zum Pellet zugeben, vortexen (2 sec), bis Suspension homogen ist 

— NA-enthaltende Probe (90 |xl) zugeben, 5 sec vortexen 

— 10 min bei RTstehenlassen, 5 sec vortexen 

— Magnetfeld anlegen, d h. 1,5 ml EppendorfgefaB mit Suspension in MPC stellen, Rdhrchen noch einmal 
vorsichtig auf den Kopf drehen, damit auch die Magnetpartikel, die als Ring knapp unter dem Deckel haften, 
nach unten ins Pellet gelangen 

— Oberstand abpipettieren und in die 10 N NaOH geben (diese wird als Abfallentsorgungslosung bereitge- 
stellt, es kann ein Volumen GuSCN- Abfall zur Abfalldsung. zugegeben werden) 

3. Waschen + Trocknen 

— Waschen heiBt: Magnetfeld entfernen, 500 ul WaschflQssigkeit zu Magnetpigmentpellet zufOgen, 2 sec 
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vortexen, Magnetfeld wicder anlegen, Obcrstand vorsichtig und vollstandig abpipcttiercn 

2 x mit Waschpuf fcr *L2" (Obcrstand in die 1 0 N NaOH gcben) 
2 x mitvorgekuhltemEthanoI70%(v/v) 

1 x mit Aceton (Oberstand 1 x mit 1 ml Pipettenspitze absaugen, kurz warten und nochmal mit 100 ul 5 
Pipettenspitze absaugen) Eppi gut schiieBeni! 

— 10 min trocknen bei 56° C im Heizblock bei offenem Deckel 

4. Elution 10 

— 40 ul Elutionspuffer (1 x TE) zugeben, kurz ( » 2 sec) vortexen eluieren 10 min bei 56°C im Heizblock, 
kurz (- 2 sec) vortexen, Magnetfeld wicder anlegen, Oberstand mit der darin eluierten NA abpipettieren 
und in ein neues Eppi geben (Anra.: Durch das Vortexen wird die DNA-Suspension evtL an den Rand 
geschleudert und bleibt dort kleben => 2 sec zentrifugieren in Eppendorf, Tischzentrifuge, 14000 Upra, RT 15 
ist wahrscheinlich unerlaBlich). 

Oberstand vollstandig abpipettieren und Elutionsschritt mit 20 ul 1 x TE wiederholen. Eluat mit dem ersten 
Eluat vereinigen. 

AbkQrzungen: NA - Nukleinsiure, RT - Raumtemperatur, Lsg. - Ldsung, Eppi - 1,5 ml EppendorfgefaB. 20 

BeispieU 

Bindung von DN A-Lingenstandard an magnetische Glaspartike! 

25 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspartikel 
Von der Glasmagnetcharge GMP4 wurden 12 mg in Eppendorf-ReaktionsgefaBe vorgelegt 

2. Lyse und Bindung 30 

In einem 13 ml Eppendorf-GefaB mit 12 mg magnetischen Glaspartikeln werden 900 ul Lysis-Puffer (4.6 M 
GuSCN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 ul DNA-Probe, in der modellhaft DNA-Langenstandard III 
von Boehringer Mannheim (Katalog-Nr. 528552) eingesetzt wurde, 2 bis 10 sea gemischt, bis eine homogene 
Suspension entsteht Die Ldsung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 5 min gemischt wird. 35 

Die Magnetseparation erfolgt fQr raindestens 15 sec in einem Magnetpartikelseparator. Der Oberstand wird 
abpipettiert 

3. Waschen und Trocknen 

40 

Die magnetischen Glaspartike! werden zweimal rait Waschpuf fer (5.2 M GuSCN, 50 mM Tris, pH 63) zweimal 
mit 70% vorgekfihltem Ethanol und einmal mit Aceton gewaschen, indem das Magnetfeld entferat, 800 ui 
Losung zupipettiert, 2 sec gemischt, 1 min bei RT inkubiert, das Magnetfeld angelegt und der Oberstand 
schlieBlich abpipettiert wird 

Nach Entfernung des Acetons werden die Partikel 10 min bei 56° C im Heizblock bet offenem Deckel 45 
getrocknet 

4. Elution der DN A 

Die DNA wird mit 4 x 50 uJ Elutionspuffer(10 mM Tris-HO, 1 mM EDTA, pH 8.0) eluiert, indem 10 min unter 50 
mehrmaligem SchQtteln bei 56° C inkubiert wird und der DNA-haltige Oberstand schlieBlich in ein neues 
Eppendorf-Gef5B transferiert wird. 

5. Analyse der Eluate 

55 

Ein FQnftel des Eluatvolumens wurde mit Probenpuffer versetzt und die DNA auf einem l%igen Agarosegel 
bei 90 V aufgetrennt Zur Bestimmung der Recovery wurde eine Verdflnnungsreihe von DNA-Langenstandard 
III auf das gleiche Gel aufgetragen, die die in den Proben zu erwartenden DNA-Mengen enthalt 

Die quantitative Auswertung erfolgte durch Scannen eines Polaroidphotos des Agarosegels. Hierbei wurde 
die VerdOnnungsreihe des Standards als {Calibrator verwendet 60 

Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikeln ist in Tabelle 1 dargestellL 



65 
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Tabelle 1 

Ausbeute an DNA-L&ngenstandard III mit magnetischen Glaspartikein 



Nc. 


DNA-Menge 
knStm 


SCandKd(Mcfl«vt) 

frxLEahatcn] 


Fkofao 
Nr 


Pignoti/ 
Bcad--typ 


HcfliglffitwntaM. c 
Probe (MoSwwt) 
rrcLEmhestcnl 


mcfanetsDNAi- andnCsDNA. 
Mnrgrmf Maps 
Odlincl Probe fori 




1 


200 


65 


1 


GMP4 


45 


139 695 


69,5 


2 


175 


56 


2 


GMP4 


39 


120 600 


60.0 

wv y w 


3 


150 


51 












4 


125 


44 












5 


100 


37 












6 


75 


25 












7 


50 


17 












8 


25 


9 












9 


10 


4 

f 
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SEQUENZPROTOKOLL 
(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 
(Q ORT: Mannheim 

(E) LAND:DE 

(F) POSTLEHZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX 0621 759 4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFJNDUNG: Magnetisches Pigment 

Cm) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 
Civ) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTROGER Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ JD NO: 1: 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nudeotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGffi: linear 

00 ART DES MOLEKULS: Sonstige Nudeinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "OL'godeoxyribomikleotid" 

Cm) HYPOTHETTSCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
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ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC 34 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nudeinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,v 01igodeoxyribonukIeot^d ,, 

Ciii) HYPOTHETTSCBt NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHRECBUNG: SEQ ID NO: 2: 



CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 34 

PatentansprOche 

1. Magnetische Partikel mit einer auBeren Glasoberflache, die im wesentlichen porenfrei ist oder Poren 
eines Durchmessers von weniger als tO nm aufweist 

2. Ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache. 

3. Partikel gemafi Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet dafi sie eine Korngrdfie von zwischen 10 und 
60 fun haben. 

4. Partikel gemafi Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB eventuell in der Oberflache vorhandene 
Poren einen Durchmesser von weniger als 1 nm haben. 

5. Partikel gemafi Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel einen Verbundstoff aus 
einem Kern aus Glimmer und darauf iromobilisierten Magnetitpartikeln enthalten, wobei dieser Verbund- 
stoff von einer Glasschicht umschlossen ist 

6. Verfahren zur Isolierung eines biologischen Materials durch 

— Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer FlOssigkeit enth&It mit Partikeln 
gemafi einem der AnsprOche 1 bis 5 unter Bedingungen, bei denen das biologische Material an die 
Partikeloberflache bindet und 

— Abtrennung des biologischen Materials von der FlOssigkeit 

7. Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB es sich bei dem biologischen Material urn 
Nukleinsauren handelt 

8. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren durch 

— Inkontaktbringen einer Probe, welche die Nukleinsaure in nativer Form in einer FlOssigkeit enthalt 
mit magnetischen Partikeln mit Glasoberflachen unter Bedingungen, bei denen die Nukleinsauren in 
nativer Form an die Glasoberflache binden kdnnen und 

— Abtrennung dergebundenen Nukleinsauren von der FlOssigkeit 

9. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet daB die Abtrennung mit Hilfe 
eines Magneten geschieht 

10* Verfahren gemaB einem der AnsprOche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet daB die magnetischen Partikel 
beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vormagnetisiert sind 

1 1. Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel durch 

— Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

— UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien Glasoberflache. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet daB das UmschlieBen die Abscheidung eines 
Sols auf der Oberflache und das anschliefiende Verdichten des Sols beinhaltet 

13. Verwendung ferromagnetischer Glaspartikel zur Is lierung v n Nukleinsauren in nativer Form. 
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